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用 本工作研究了咪唑 吡啶 γ-甲基吡啶这三种含氮配体对 meso-(4-磺基苯基)












同时固定化的条件和膜电极的电化学行为 实验证实 电子传递体的存在使 H2O2
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对金属卟啉膜电极的性能进行了多方面的测试 对它的稳定性 灵敏度 抗
干扰性等性能进行了检测 利用H2O2的浓度与响应电流的关系 得到了检测H2O2
的线形范围以及检测限 建立了 H2O2 的测定方法 与葡萄糖氧化反应偶联制得
葡萄糖传感器 可成功地用于葡萄糖含量的测定 这种新型的过氧化氢传感器选
择性好 灵敏度高 响应速度快 检测范围广 对 H2O2 的线形响应范围是 0.5




物传感器 将继续进行有关的研究工作  
 







The Applications of Metalloporphyrins as  
Mimetic Peroxidases to Biosensors 
Abstract 
The current biosensors have been used commonly for the determination of 
hydrogen peroxide, moreover detecting hydrogen peroxide plays an important role in 
clinical analyses, environmental analyses and industrial productions. In addition, the 
biosensors can connect with the reactions like the glucose’ oxidation which produce 
hydrogen peroxide to prepare a great variety of biosensors. The catalyzed reduction of 
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Metalloporphyrins can be immobilized into the proper polymer matrix with electron 
transfer mediator, thereby the hydrogen peroxide biosensors which have the 
stabilization property, the wide range detection and the quite response can be 
obtained.  
In the work, we have synthesized two kinds of water-soluble porphyrins, 
meso-tetra(4-sulphophenyl) porphyrin(TPPS4) and meso-tetra(4-N-methyl pyridyl) 
porphyrin (TMPyP), and characterized by UV-Vis spectra and element analysis. The 
conditions of their catalytic reaction for hydrogen peroxide are investigated by using 
cyclic voltammetry and the best one is selected. Using the method of muzzle velocity, 
we compare the malloporphyrins’ catalytic activity. Also, the axial coordination 
appears to enhance the redox activity of metalloporphyrins. The effects of three 
ligends (imidazole, pyridine and methypyridine) coordinated on metal 
tetra(4-sulphophenyl)porphyrin Mn, Fe, Co are investigated and the stability constants 
of the axial coordination reaction are detected by mean of spectrophotometer 
technique. By using cyclic voltammetry, their catalytic activities are studied. 
Though the enzyme membrane electrode is widely used, but this enzyme is not 
stable and low reproducibility of its activity is a problem which we encounter 
sometimes. Attempts to overcome this disadvantage, scientists have been developed 
some researches on mimetic peroxidases. In aqueous solution TPPS4 is present in 
anion forms, hence is able to incorporate into the polymer matrix during pyrrole 
electropolymerization. However, unlike protein, metalloporphyrins are little 
molecules and their electrochemical immobility methods that affect the biosensor’s 
capability greatly are also different from natural enzyme. Our aim is to optimize the 
immobility methods from four aspects: the selection of solvents, the effect of pH, the 
selection of electropolymerization methods and the effect of membrane thickness.  
The membrane electrodes operate at high potential, where other substances are 
coreduced with hydrogen peroxide. In this paper the electrochemical behaviors of the 
membrane electrode are studied and the conditions of the simultaneous 
immobilization of metalloporphyrins and electron transfer mediators into polymer 
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mediators for catalyzing hydrogen peroxide reduction is much lower than that of 
electrodes without mediators, thus hydrogen peroxide has been detected at –0.05 V 
(Vs SCE) and diminished the influence of electrochemically interfering substances. 
We have tested many properties of this membrane electrode, such as the working 
stability, sensitivity and capability of anti-disturbance. With the dependence of the 
current on hydrogen peroxide concentration, a linearly detecting range of H2O2 
concentration is obtained and the method of determination of H2O2 is set up. When 
the electrode combining with glucose oxidase serves as stable glucose sensors, it can 
test the glucose concentration successfully. This new type hydrogen peroxide sensor 
has the specialty of good selectivity,  high sensitivity, quick response and wide range 
detection. The linearly dependence of the steady current response on hydrogen 
peroxide concentration is 0.5 10-4 mol/L to 7 10-4 mol/L.  
At last, the catalytic mechanism and approach of this membrane electrode are 
investigated, but the dynamics matrix of the electrode response for hydrogen peroxide 
and the on- line determination still need to be researched more. Metalloporphyrins are 
the interesting compounds since their redox properties can de tuned by molecule 
design. It is worthwhile continuing the studies on them to develop new biosensor with 
high performance.   
 
Keywords  Metalloporphyrin, Hydrogen Peroxide, electrochemical immobilization 

























三 结果与讨论                 
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一  前言 
 
1.1.引言 





和过氧化氢的贵金属电极 Updike 和 Hicks[3]于 1967 年首次将葡萄糖氧化酶覆盖
在铂电极上制成酶传感器用于定量检测血清中葡萄糖的含量 这标志着第一代生






pH 值和温度影响较大 为了克服这些缺点 一些电化学活性良好的媒介体被应
用于生物传感器的制备 产生了所谓的第二代生物传感器即介体型生物传感器
常用的媒介体有 铁氰化物[4] 二茂铁[5] 醌及其衍生物[6]等 而近年来 人们
更关注酶与电极之间的直接电子传递的研究 并用于构造第三代生物传感器[7]  
以葡萄糖氧化酶 GOD 催化葡萄糖(glucose 为例可说明如下  






(2) 具有电子传递体的电催化 第二代生物传感器  
 
GODox + glucose Gluconolactone + GODred 
 
溶液 
GODred + Mox GODox + H2O2 
电极 Mred Mox + ne 
GODox + glucose Gluconolactone + GODred 溶液 
GODred + O2 GODox + H2O2 






















   生物酶虽然具有高效 专一的催化活性 但它存在着自身的弱点 在强酸
强碱或高温条件下容易失去活性 酶的价格较为昂贵 不稳定等 为了克服这些
弱点 人们开展了生物模拟酶化合物的研究 设计和合成效力能与天然酶相抗衡
的人工酶系统 模拟酶  
 人们通过了解酶促反应的机理 模拟酶的催化能力 酶的催化作用的高效性
和专一性在于它具有特殊的结合部位和催化基团 酶的结合部位具有一定的大小
和几何形状 因此 底物的大小和形状必须与之相匹配 才能与酶的活性部位相
结合 这就是所谓的结合位的专一性 另一方面 酶的活性位上的基团与底物上
的反应基团或反应部位有相互的作用力 其相对位置要配合适当 由于酶促反应
要经过许多个步骤 而其中的每一步分别由不同的基团起催化作用 所以相互作
用的基团要有合适的位置 这就是催化位的专一性 由此可见 酶的活性部位是
由结合基团和催化基团两部分组成的 人工模拟酶就是从结构上模拟酶的结合部
位和催化基团 合成高效高选择性的催化剂 最早 生物有机化学家只重视对酶
的催化基团的模拟 结果收效不大 近几年来 科学家才逐渐意识到结合部位 微
环境 对催化效率和底物选择的重要性 研究人工酶就是试图开发既能克服酶的
上述缺点 又具有酶的功能的人工模拟酶 以便进行 功能合成 即具有酶功
能的有机合成 其重要特点是 (1)使用简单的有机化合物 (2)具有酶原子 电




GODox + glucose Gluconolactone + GODred 
 
溶液 
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催化剂 它具有高效 专一的催化活性 作为一种生物催化剂有着广泛的应用
过氧化物酶的辅基为 Heme b 多数从植物中纯化的过氧化物酶的辅基是铁原卟
啉 IX 其轴向配位原子可能是水分子  
 天然的过氧化物酶由蛋白质构成 同样存在价格昂贵 反应条件苛刻 不便








氧化氢酶[9] 细胞色素 P-450[10]等的模拟 人工合成的模拟物可以克服天然纯化
物的缺点 因此利用人工合成的金属卟啉配合物来模拟过氧化物酶对酶促反应的









卟啉及其金属络合物可用作催化剂 络合剂 光敏剂以及抗癌药物等 用途广泛  
而八十年代以来 金属卟啉作为氧化反应的催化剂得到了广泛的研究和应
用 从 1979 年 Groves 等发表首篇以 Fe(TPP)Cl模拟细胞色素 P-450 催化链烃环
氧化的论文[11]以来 金属卟啉配合物作为仿生催化剂的研究受到了广泛的关注
ROOH + AH2 ROH + H2O + A 
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发展十分迅速 另外 对金属卟啉作为过氧化物模拟酶方面的研究 已经渗透到




为过氧化物模拟酶代替 HRP 催化 HVA 的荧光反应 开创了模拟酶在荧光分析中
的应用 1985 年 Saito 等人[14]首次将金属卟啉络合物(MnTPPS4)作为过氧化物
酶成功地应用于分光光度分析中 通过化学吸附法将金属卟啉固定于阴离子交换
树脂上 成功地实现了 H2O2 对氨基安替比林(AAS)和苯醌的催化显色反应  
 而慈云祥小组[15]对水溶性的金属卟啉MnTPPS4催化氧化鲁米诺CL反应进行




例如与以下反应偶联 可测定水介质及血清样品中葡萄糖的含量  
 
 
到了 90 年代 奚星林[16]首次利用电化学方法实现了对 H2O2 检测  



















葡 萄 糖 O2
H2O 
葡萄糖酸 H2O2 
 MnTPPS4 2Fe (CN) 64- + H2O2 + 2H+ 2Fe (CN) 63- + 
2H O 
以铂丝或玻碳电极测量下列反应的电流  
Fe(CN) 63- e Fe (CN) 64- 
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 结果表明 电流响应与 H2O2 浓度在 3.0×10-4∼1.9×10-3mol/L 浓度范围内成线
形关系 证实了 MnTPPS4 可以模拟 HRP 催化上述反应 并探索了 MnTPPS4 在
生物传感器中的应用 其实 早在七 八十年代 Saito Sigel 等人[17-18]就分别
报道了 meso-四(4-磺基苯基)卟啉(TPPS4)及其钴络合物CoTPPS4 可做为过氧化氢
歧化酶的模拟酶 并能催化 H2O2 的分解 但未见将它应用于生物传感器中的报
道 而章咏华[19]等人用二茂铁衍生物做为介体 在 MnTPPS4 存在下检测过氧化
氢 获得了较好的结果  











域 利用它这一性质 可制得氧传感器和氢传感器  
 过渡金属大环配合物 如卟啉 酞菁类 对分子氧的电催化是关系到能源开
发的一个重要课题 在各类燃料电池和空气电池中阴极反应都是氧的还原 氧的
电极过程是一个复杂的四电子反应 而且氧的还原或析出总伴随着很高的过电
位 在自然界 生物氧化之所以能在常温下顺利发生 是由于有许多酶参与的结
果 其中催化电子转移过程的酶 如细胞色素 P-450 等 其辅基就是铁卟啉 实
验证明 金属卟啉在水溶液中有明显的催化氧还原的作用[23-24] 模拟生物燃料电
池 把过渡金属联接在电极表面 制成化学修饰电极 利用此电极进行氧的电催
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化是实现常温燃料电池的有希望的途径 另一方面 金属卟啉对双氧还原也具有
电催化作用 而双氧分子是许多氧化酶(如葡萄糖氧化酶)的天然电子传递体 在
电流式酶电极检测中 可通过测量氧还原的电流来确定葡萄糖底物的浓度[25]  






固定化方法有 (1)包埋法 将酶包裹在酶聚合物凝胶或半透膜内 (2)交联法
即利用戊二醛等一些含有多个官能团的试剂使酶分子之间以化学结合方式连接
起来 (3)载体结合法 即将酶固定在载体(膜或电极)表面上 包括物理吸附法
离子结合法 固定酶与溶液中自由酶的性质有所不同 一般地说 固定化可提高
酶的稳定性 但由于酶的构象或微环境的改变 酶的活性和专一性可能不如自由
酶 况且 不同固定化方法所引起的酶性质变化也不一样 因此合适地选用固定
化方法是提高传感器性能的关键之一 金属卟啉作为模拟酶为非蛋白质 它的固
定化方法与天然酶有许多不同 但类比于酶的固定化 人们对金属卟啉的固定化
作了大量的工作 Vaughan 等人[26]将四苯基卟啉锌(ZnTPP)吸附在硅胶膜上 作
为氨气选择感应膜 在室温下可检测氨气的浓度 另外 别的固定化膜也有一些
尝试 如将 CoPPC18 包埋于 LB 膜中构成气体传感器 检测 NO2 气体浓度[27]
将金属卟啉涂在石英晶体微天平上制得的传感器 俗称 电子鼻 它能区别环
境中的给电子物质 如矿物 酒精等 在环境检测和食品分析中起着重要的作用
它是根据人的传感原理来设计 而人的感觉在可靠性和稳定性方面存在许多问
题 且只能给出定性的信息 但定量信息十分有限 利用 电子鼻 可很好地解
决这一问题[28] 另外利用载体结合法 将金属卟啉修饰在聚合物薄膜电极上
可制成多种性能的生物电化学传感器 目前常用的聚合物膜有聚吡咯 聚噻吩和
聚苯胺等 此外 还可以将 Fe(CN)6 - Fe(CN)63-等功能离子掺杂到聚吡咯膜中
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利用过氧化氢传感器监测痕量 H2O2 的含量 在临床医学 环境分析中都有
十分重要的意义 金属卟啉作为过氧化物模拟酶对过氧化氢具有生物电催化作
用 利用它这一性质将卟啉与电子传递体共同修饰于适当的聚合膜中 得到性质
稳定 检测范围宽 响应时间短的过氧化氢生物传感器 在已进行的研究中 还
未达到以上的良好效果 本论文为了获得具有良好性能的传感器 从以下几个方
面进行了探索  
1.4.1.模拟酶的催化活性与它的中心金属离子 取代基以及轴向配体的关系  
合成了两类水溶性卟啉 TPPS4 中位 四 磺基苯 卟啉 TMPyP 中
位 四 N 甲基吡啶基 卟啉 以及它们的金属衍生物 比较它们的催化活
性大小  
 过氧化物酶的辅基为 Heme b 而血红素蛋白中的铁除了与卟啉环的四个 N
原子结合外 轴向五配位位置常被氨基酸残基的含氮基团的 N 原子占据 从模













































XHD- 恒电位仪 3033X-Y 型函数记录仪  
EA110 型元素分析仪 UV-2501PC 型紫外可见分光光度计  
Nicolet AVATAR FT-IR 360 型红外光谱仪  
HITACHI  S-520 (日本)型扫描电镜  
电解池采用玻碳(直径=3mm) 铂片 饱和甘汞电极构成的三电极体系 玻碳
电极为工作电极 使用前用 6#金相砂纸抛光 经超声波处理 洗净待用  
2.1.2.实验试剂 
苯甲醛 吡咯 丙酸 甲醇 氯仿 四-吡啶甲醛 碘甲烷 DMF 咪唑
吡啶 γ-甲基吡啶 葡萄糖 尿酸 抗坏血酸 组氨酸 谷氨酸 辣根过氧化物
酶 上海生化所产品  
H2O2 用 KMnO4 标定其浓度 放置于棕色瓶中 闭光保存  
























的金属衍生物 两类水溶性卟啉的结构见下图  
2.2.1.中位-四-(对磺基苯基)卟啉及其金属配合物的合成 
 将新蒸的吡咯和苯甲醛加入回流的丙酸中 加热回流 30 min 冷却至室温 放
置过夜 过滤 用甲醇洗涤 将紫色的晶体溶于氯仿中 经硅胶色谱柱分离
收集紫红色流出液 蒸干 得四苯基卟啉[30] TPP TPP 和浓硫酸蒸气浴加热 6
小时 溶液呈显绿色 小心加入 300 ml的蒸馏水 冷却至室温 滤出 TPPS4 四
磺基苯基卟啉  
TPPS4 的元素分析数据 C
41.32% H 4.303% N 3.91%
S 9.30% 理论值 C 41.32%
H 4.070% N 4.52% S 10.32%  
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于 DMF 中回流约半小时 可以制得 CoTPPS4 适量的 FeSO4 与 TPPS4 于 DMF 中
回流半小时 制备出 FeTPPS4 它们的紫外可见吸收光谱见图 2.2.  
从图中可以看到, 未加中心金属的 TPPS4 在 414 nm处有一强的吸收峰 另外
在 515.5 nm 550 nm 589.5 nm 637 nm 有四个较弱的吸收谱带 MnTPPS4 的
Soret 吸收带为 467 nm 红移了 53 nm FeTPPS4 的 Soret 带为 393.5 nm 紫移
了 20.5 nm Co TPPS4 的 Soret 带为 424.5 nm 红移了 10.5 nm 上述特征峰的
























Fig2.2.. TPPS4 金属配合物的紫外可见吸收光谱 
曲线 a. TPPS4        曲线 d. FeTPPS4 
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